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摘要 :【 目 的】 克隆 绿 育 晴 Apolygus lucorum 核 受 体 基 因 E75D 全 长 ,明确 其 表达 谱 , 并 获得 该 基因 的 
重组 蛋白 及 制备 其 单 克 隆 抗 体 。【 方 法 】 利 用 RACE 法 克隆 绿 育 晴 核 受 体 基 因 ALE75D 全 长 ;qRT- 
PCR ;k2 AB MEE ESZEDAXO-16d)47 日 龄 峻 成 虫 6 f^ OB AR STU Sp SE LS KK 
管 、 中 肠 和 表皮 ) 中 该 基因 的 mRNA 相对 表达 水 平 ;利用 Nde I 和 Xba T 双 酶 切 含有 目的 基因 的 
pMD18-T 载体 后 进行 亚 克 隆 ,再 利用 IPTG 诱导 的 重组 质粒 进行 特异 性 表达 重组 蛋白 ,通过 GST 琼 
脂 糖 亲 和 层 析 和 分 子 筛 层 析 纯 化 靶 蛋 和 白 ; 最 后 通过 小 和 鼠 免 疫 、 细 胞 融合 及 腹水 制备 重组 蛋白 的 单 克 
隆 抗体 , Western blot 验证 该 抗体 的 特异 性 。[【 结果 】 从 绿 讶 蠕 中 克隆 获得 晓 皮 激素 核 受 体 基因 
AIE75D( GenBank 登录 号 : KX912700) ,其 开放 阅读 框 长 1 911 bp ,编码 636 个 氨基酸, 预测 分 子 量 
为 75.68 kD; 该 基因 编码 蛋白 具有 E75D 的 典型 特征 ,由 A/B 域 (23 aa) D 域 (85 aa) E 33 (190 
aa) 和 下 域 (338 aa) 组 成 ,但 缺失 C 域 ; 绿 育 晴 AIE7SD 的 氨基 酸 序列 与 半 翅 目 晴 科 的 豆 英 草 育 晴 
Lygus hesperus 的 E75D 序列 一 致 性 最 高 (为 98% ) , ALE75D 在 整个 绿 育 晴 成 虫 期 均 有 表达 ,在 7 日 
冷 肉 成 虫 中 达到 峰值 ;此 外 ,AIE75D 在 只 成 6 个 供 试 组 织 中 也 均 有 表达 ,并 在 脂肪 体 及 卵 梨 中 高 
表达 。 双 酶 切 后 的 重组 克隆 载体 可 成 功 亚 克 隆 到 pCznl 载体 上 ,IPTG 可 成 功 诱导 pCznl-AIE75D 
组 质粒 特异 性 表达 一 个 约 75 kD 的 蛋白 。 用 Ni-NTA 琼脂 糖 树脂 凝 胶 纯 化 重组 蛋白 ,以 纯化 的 重 
组 蛋白 为 抗原 ,获得 了 一 株 能 稳定 传代 并 分 沁 抗 AIE75D 蛋白 单 克隆 抗体 的 细胞 株 , 该 单 克隆 抗体 
可 与 绿 盲 赌 总 蛋白 及 AlE75D 重组 蛋白 特异 性 结合 。【 结论 ]41E75D 在 绿 育 晴 体 内 的 表达 谱 表 现 
出 发 育 阶 段 特 异性 和 组 织 特异 性 ;本 研究 获得 的 其 重组 蛋白 的 单 克隆 抗体 具有 高 特异 性 。 结 果 为 
进一步 在 蛋白 水 平 上 分 析 该 基因 的 功能 商定 基础 。 
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TAN Yong-An'^, ZHAO Xu-Dong'^, XIAO Liu-Bin’, SUN Yang’, ZHAO Jing, BAI Li-Xin’, HAO 
De-Jun"^* (1. Co-Innovation Center for the Sustainable Forestry in Southern China, Nanjing Forestry 
University, Nanjing 210037, China; 2. College of Forestry, Nanjing Forestry University, Nanjing 
210037, China; 3. Institute of Plant Protection, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 
210014, China) 

Abstract: [ Aim] To clone the nuclear receptor gene from the cotton mirid bug, Apolygus lucorum, 


analyze its expression profiles, obtain the recombinant protein and prepare the highly specific monoclonal 
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antibody against E75D protein. [Methods] The full-length cDNA of the nuclear receptor gene was cloned 
using RT-PCR and RACE techniques. The relative expression levels of this gene in female adults of 
different ages (1 — 16 day-old) and six tissues (fat body, flight muscles, ovary, Malpighian tubules, 
midgut and cuticle) in 7 day-old female adults of A. lucorum were determined using qRT-PCR method. 
The T vector containing the target gene was digested with the restriction. enzyme Ndel/Xbal and 
subcloned, and the recombinant plasmid was specifically expressed after induction by IPTG. The 
recombinant protein was purified by GST agarose affinity chromatography and molecular sieve 
chromatography. The monoclonal antibody was obtained by mice immunity, cell fusion and ascites 
preparation, and its specificity was determined by Western blotting. [Results] A nuclear receptor gene 
was cloned from A. lucorum and named AIE75D ( GenBank accession no. : KX912700). Its ORF is 
1 911 bp in length, encoding a polypeptide with a predicted molecular mass of 75. 68 kD. Amino acid 
sequence comparison indicated that AIE75D has the classic characteristics of the nuclear hormone 
receptor, including a highly conserved ligand-independent A/B activation domain (23 a. a. ) , a hinge 
region ( D domain, 85 a.a. ) , a ligand-binding domain ( LBD) (E domain, 190 a. a. ) and F domain 
(338 a.a. ) , but has no C domain. AIE75D showed the highest similarity to E75 from the hemipteran 
insect Lygus hesperus (9896 amino acid sequence identity). AI/E75D was found to be continuously 
expressed throughout the whole adult stage of A. lucorum, and its expression level reached the peak in 
the 7 day-old female adult. The transcription levels of ALE75D were higher in the fat body and ovary; 
however, only small amounts of mRNAs were detected in flight muscles and Malpighian tubules. The 
vector containing A/E75D gene was digested and linked to the vector pCznl. The recombinant plasmid 
pCznl-ALE75DD expressed the target recombinant protein of 75 kD after induction by IPTG. The 
recombinant protein was purified by using Ni-NTA agarose and used as the antigen, and one cell line 
which could stably passage and secrete monoclonal antibody against AIE75D protein was obtained. The 
monoclonal antibody could specifically bind to the total protein of A. lucorum as well as the recombinant 
AIE75D. [Conclusion] The expression of the nuclear receptor gene AIE75D in A. lucorum showed 
developmental stage- and tissue-specificity. The obtained monoclonal antibody against AIE75D 
recombinant protein is highly specific. The results could provide the basis for analyzing the gene' s 
function at the protein level. 

Key words: Apolygus lucorum; AlE75D; gene cloning; expression profile; prokaryotic expression; 
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转 Bt 棉花 在 我 国 大 面积 商业 种 植 的 20 年 里 ， 
其 靶 标 磷 翅 目 害虫 如 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 、 棉 
红 铃 虫 Pectinophora gossypiella. 等 得 到 有 效 控 制 , 显 
著 降 低 了 这 些 害虫 的 区 域 性 灾变 风险 (Wan et al., 
2004; Wu et al., 2008) 。 近 年 来 ,由 于 棉田 化 学 农 
药 使 用 频率 及 使 用 量 大 幅度 降低 ,使 得 棉田 害虫 的 
生态 位 发 生 了 一 系列 演 蔡 变化 。 其 中 绿 盲 央 
Apolygus lucorum 已 上 升 成 为 我 国 长 江 及 黄河 流域 
棉 区 上 的 主要 致 灾 性 害虫 (Lu et al., 2010)。 目 前 ， 
绿 盲 晴 的 防治 技术 仍然 以 化 学 农药 为 主 , 因 此 也 随 
之 带 来 了 诸多 问题 ,如 抗 药 性 的 产生 造成 防 效 的 下 
降 .环境 污染 及 食品 安全 问题 等 。 寻 求 防治 绿 育 晴 
的 新 方法 显得 尤为 迫切 。 昆 虫 生长 调节 剂 (insect 



























































growth regulators, IGRs) 是 一 类 破坏 昆虫 正常 生理 
活动 的 药剂 ,如 阻 断 昆 虫 赔 皮 激 素 的 传导 ,抑制 昆虫 
hi Hz ( Mendel et al., 1994; Wang et al., 1998) 。 类 
固 醇 激素 20-7 Ak di He ( 20-hydroxyecdysone, 
20E) 是 昆虫 晓 皮 激素 的 主要 活性 形式 ,主导 调控 昆 
虫 的 生长 ,变态 及 繁殖 等 过 程 。 在 20E 的 信和 号 传导 
途径 过 程 中 , 首先 是 由 旷 皮 激素 受 体 (ecdysone 
receptors ，EcR ) JE ^x] ] 4& E1 Cultraspiracle protein, 
USP) 形 成 的 异 源 二 聚 体 (Fahrbach et al., 2012) ,再 
结合 早期 转录 因子 的 启动 子 区 域 使 其 表达 ,从 而 激 
活 20E 的 特异 性 基因 即 效应 基因 的 表达 ( Yao et al., 
2010), 昆虫 E75 蛋白 隶属 于 核 受 体 ( nuclear 
receptor, NR) ,是 一 类 重要 的 蚁 皮 早 期 基因 的 表达 
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^4]. 255 Y BLEBCBOR Vi s B IGI AE DAT BR P a] 
( Pierceall et al., 1999) 。 因 此 ,对 昆虫 E75 的 研究 
必 将 有 助 于 丰富 昆虫 20E 信号 传导 的 网 络 模型 ,为 
研制 昆虫 生长 调节 剂 的 新 品 提供 依据 。 
昆虫 E75 通常 具有 5 个 模块 结构 域 :A/B 域 ( 反 
式 调控 域 ).C 域 L DNA 结合 域 (DNA binding domain, 
DBD)],D $R, E 域 [ 配 体 结合 域 (ligand binding 
domain, LBD ) | 和 域 (Robinson-Rechavi et al., 
2003) ,其 中 C 域 及 域 相对 保守 , 且 C 域 含有 1 ~2 
个 锌 脂 结构 (Bilas et al., 2009) 。 近 年 来 科学 家 还 发 
现 E75 是 疹 椎 动物 的 核 受 体 Rev-Erba 的 同 源 体 , 且 
ER LBD 域 含 有 一 个 能 够 和 NO 或 CO 特异 性 结合 
的 血红 素 配 体 ( Reinking et al., 2005) 。 由 于 A/B 域 
的 差异 ,迄今 为 止 ,已 发 现 5 种 昆虫 &75 基因 不 同 的 
亚 型 (isoform ) ,可 编码 5 种 蛋白 质 (E75A，E75B ， 
E75C, E75D fü E75E) 。 有 趣 的 是 , 除 A/B 域 的 差异 
外 ,不 同 亚 型 E75 在 其 他 结构 域 上 也 存在 一 定 的 差 
别 , 如 E75B 缺少 N-i PEIE DNA 结合 域 ,E75D d 
^k DBD 域 (Mané-Padr6s et al., 2008)。 此 外 ,不 同 亚 
型 的 E75 在 参与 20E 信号 传导 中 的 功能 也 有 所 不 同 。 
E75A 可 抑制 暗 皮 激素 接受 子 3 基因 (MHR3 ) 的 表达 ， 
同时 对 自身 转录 也 有 反馈 抑制 作用 (Hiruma and 
Riddiford, 2004) ; E75B 对 MHR3 的 表达 也 有 一 定 的 
抑制 作用 (Keshan et al., 2006) ;E75C 主要 在 成 虫 分 
化 的 过 程 中 发 挥 作用 ,E75D 参与 晓 皮 激素 和 保 幼 激 
素 的 协同 调控 过 程 ,可 调节 昆虫 赔 皮 和 围 晴 
(Dubrovskaya et al., 2004) 。 

鉴于 昆虫 E75 的 重要 功能 ,本 研究 利用 RACE 
法 首次 从 绿 育 晴 中 克隆 获得 了 ETSD 基因 ,运用 生 
物 信息 学 方法 对 该 基因 的 序列 进行 结构 分 析 和 同 源 
进化 分 析 ; 同时 利用 实时 荧光 定量 PCR 检测 了 该 基 
因 在 不 同日 龄 的 成 虫 期 的 表达 水 平 ;并 通过 构建 原 
核 表 达 载 体 ,对 其 原核 表达 的 条 件 和 效果 进行 了 摸 
索 , 获 得 了 纯化 蛋白 ;最 后 以 此 重组 蛋白 为 抗原 , 制 
备 了 高 特异 性 的 E75 蛋白 单 克隆 抗体 。 本 研究 可 
为 进一步 明晰 昆虫 E75 的 功能 奠定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 研究 初始 绿 盲 晴 采 自 早春 的 江苏 大 丰 及 东台 
JE X Vicia faba HH, 于 室内 用 四 季 豆 Phaseolus 
vulgaris 豆荚 继 代 饲 养 ,饲养 条 件 为 温度 25 +10 , 相 
对 湿度 70% +5% , 光 周 期 12L: 12D ,成虫 期 补充 












































































































































10% 蜂蜜 水 。 
1.2 RERA REE E75D 全 长 基因 的 克 
隆 





采用 生物 信息 学 方法 ,利用 绿 盲 晴 转 录 组 数据 
(Cao et al., 2016) 和 已 报道 的 E75 基因 进行 BLAST 
搜索 ,筛选 可 能 的 绿 育 晴 E75 基因 片段 序列 ,进行 
克隆 验证 。 根 据 获得 的 序列 片段 ,采用 RACE 技术 
克隆 目的 基因 的 3 和 3"' 端 序列 。 取 绿 盲 晴 3 WAR 
20 3L, Trizol 法 提取 总 RNA ( Invitrogen Co., USA), 
合成 cDNA 第 1 链 (RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kit, Fermentas Co., USA), 然后 用 BD 
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 试剂 盒 L[ 宝 
生物 工程 (大 连 ) 有限 公司 ] 分 别 合成 5 和 3-“- 
RACE-Ready cDNA。 根 据 设 计 的 特异 性 上 游 引 物 
和 下 游 引 物 (5'-E75D-F, 5'-E75D-R, 3'-E75D-F 和 
3'-E75D-R)( 表 1) ,进行 绿 盲 晴 E75 基因 5' 和 3' 端 
序列 的 克隆 ,PCR 反应 体系 : 10% PCR 缓冲 液 2.5 
uL, 25 mmol/L MgCl, 2.5 uL, 10 mmol/L dNTP mix 
1 uL,10 umol 工 正 反 向 引物 各 1 uL, cDNA 模板 2 
pL, Taq DNA 聚合 酶 1 U, 超 纯 水 补足 到 25 uL, 
PCR 反应 条 件 : 预 变性 94% 5 min; 94% 30 s, 55% 
50 s, 72°C 90 s ,循环 35 次 。 将 获得 的 3" 和 3 端 及 
保守 区 域 进行 拼接 和 测序 (上 海 生 工 生物 工程 有 限 
公司 ) ,获得 绿 盲 晴 EIS 基因 全 长 。 使 用 (http:// 
web. expasy. org/compute, pi/) 上 的 预测 软件 分 析 基 
因 核 音 酸 序列 的 基本 物理 形状 。 序 列 相似 性 搜索 试 
验 BLAST ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST ) 
工具 。 氮 基 酸 序列 比 对 软件 使 用 ClustalX 2.0; 基 因 
LBD 域 的 进化 树 构建 使 用 MEGA4.0 软件 中 的 邻 位 
相连 (neighbor-joining) ,并 1 000 次 重复 构 
1.3 荧光 定量 PCR 反应 

TRIzol 法 分 别提 取 羽 化 后 1 -16 d 的 绿 育 晴 雌 
成 虫 及 解剖 获得 的 7 日 龄 峻 成 虫 的 脂肪 体 、 飞 行 肌 、 
WE BRE FAMKE RNA, 进行 不 同日 龄 和 不 
MHR PiE IE EZSD 表达 谱 分 析 , 每 个 样品 设置 3 
个 独立 的 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 重复 设置 5 个 技 
REH ,计算 方法 为 2 1 ( Livak and Schmittgen ， 
2001), MMLV Reverse Transcriptase 合成 cDNA 模 
板 后 进行 RNase 处 理 , - 20% 保存 待 用 。 根 据 1.2 
节 克 隆 得 到 的 目的 基因 设计 RT-PCR 引物 ,并 设 定 
Al-B-Actin ( GenBank X* 3x5. JN616391) 为 内 参 基 
,引物 序列 见 表 1, qRT-PCR 试验 步骤 按照 SYBR 
Premix Ex Taq Kit 说 明 书 上 进行 。 反 应 体系 : 2 x 
Sybr Green Qper Mix 1 O uL , cDNA 模板 2 uL , 10 
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R1 本 试验 中 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 











引物 Primers 引物 序列 (5' -3') Primer sequences 用 途 Purpose 
5'-E75D-F GAACGCGACCGAATCTCA S'RACE 
5'-E75D-R GGTGCGTTGTGGTATTTGAC 

3'-E75D-F GTCCGTCATCACGACGTCTTCGGCG 3'RACE 
3'-E75D-R ATCGTCAACAACACTCCCAGTCCTG 

AIE75D-F AACTTTGTTTGCGTTCTGCT 荧光 定量 PCR qRT-PCR 
AIE75D-R GACGACCCCGTTGAGGAT 

AI-B-actin-F CCAGCCTTCCTTCTTGGGTAT 
Al-B-actin-R AGGTCCTTACGGATGTCAACG 


pamol/L 1E [8] 5| 27/8 0.4 kL。 扩 增 程序 : 预 变性 
94% 30 s; 94C 10 s, 60% 12 s, 循 环 45 次 。 
1.4 RAIE E75D 基因 原核 表达 

将 目的 基因 连 入 pMDIS-T 载体 (TaKaRa, 按照 
说 明 书 进行 ) , 双 酶 切 连接 至 含有 Nde 工 和 Xba T f 
点 的 pCznl 载体 上 ,进行 大 片段 连接 。 酶 切 体系 为 : 
2 种 限制 性 内 切 酶 各 0. 25 pL,10 x Buffer 缓冲 液 
1.0 AL, 带 有 合适 酶 切 位 点 的 基因 片段 3 pL, 用 
ddH,O 补足 至 10 uL,37C K% 3 h。 连 接 体系 : 酶 
切 回 收 后 的 载体 5.0 uL, 基因 片段 10.0 uL, T4 
DNA 连接 酶 1.0 pL,10 x Buffer Rp% 2.0 pL, 用 
ddH,O 补足 至 20 uL,16*C 反应 12 ~ 16 h。 连 接 产 
物 转化 大 肠 杆菌 Escherichia coli TOP10 后 采用 PCR 
筛选 阳性 克隆 。 将 鉴定 正确 的 重组 质粒 pCznl- 
ALETS 转化 到 大 肠 杆 菌 Arctic Express 感受 态 细胞 后 
涂 布 到 含 卡 那 霉 素 (50 pg/mL) 的 平板 上 ,37%C 220 
r/min 培养 过 夜 ;次 日 在 转化 后 的 平板 上 挑选 单 克 
隆 到 LB 培养 基 ( 含 50 pg/mL 卡 那 霉 素 ，10 mL) 
中 ,37%C 250 r/min 培养 过 夜 ;次 日 将 菌 液 按 196 的 
比例 接种 到 LB 液体 培养 基 ( 含 50 pg/mL RARR 
素 ) 中 ,37% 摇 床 中 培养 2 ~3 h, EARKI 0D6w 达 到 
0.6 ~0.8 之 间 时 ,向 剩余 培养 物 加 入 IPTG 至 终 浓 
度 为 0.5 mmol/L, 降 低 培养 温度 至 11% 220 r/min 
震 揪 过 夜 ,诱导 融合 蛋白 的 表达 。 离 心 少量 菌 体 ,分 
别 取 上 清和 沉淀 加 适量 TE 溶液 (pH 8.0) ,震荡 基 
浮 后 加 入 等 体积 的 2 x SDS 缓冲 液 ,100% 5 min, 
1296 SDS-PAGE 电泳 检测 重组 蛋白 的 表达 情况 。 
1.5 重组 蛋白 的 纯化 

将 菌 体 沉淀 重 悬 于 20 mL Lysis Buffer [20 
mmol/L Tris-HCl , 含 1 mmol/L PMSF ,和 蛋白酶 抑制 
剂 混合 物 (pH 8.0) ] ,超声 破碎 (功率 400 W, 工作 
4 s, HAKS s, 共 20 min); 将 超声 破碎 的 细胞 裂解 







































































液 4% 10 000 x g 离心 20 min, 收 集 沉淀 ;使 用 包涵 
体 洗 涤 液 (20 mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA, 2 mol/ 
工 尿素 ,1 mol/L NaCl, 1% Triton X-100, pH 8.0) 
洗涤 包涵 体 3 次 ;用 溶解 缓冲 液 (20 mmol/L Tris, 5 
mmol/L DTT, 8 mol/L 尿素 , pH 8.0) , 按 一 定 比例 
溶解 包涵 体 ,4%C 放置 过 夜 ;室温 ,15 000 r/min 离心 
15 min; 将 上 述 溶液 滴 加 20 mmol/L Tris-HCl 100 
mmol/L NaCl Buffer pH 8. 0 缓冲 液 中 ,逐步 成 倍 梯 
度 稀 释 缓慢 搅拌 , 将 蛋白 浴 液 装 入 透析 袋 于 20 
mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L NaCl, pH 8. 0 溶液 中 
透析 过 夜 。 将 复 性 得 到 的 蛋白 经 超 滤 浓 缩 后 浴 解 于 
PBS 缓冲 液 (pH7.4) 中 。 按 下 述 步骤 进行 AIETS 
蛋白 的 纯化 :利用 低压 层 析 系 统 , 包 涵 体 溶液 以 0.5 
ml/min 流速 上 样 至 Ni-IDA Binding-Buffer 预 平衡 的 
Ni-IDA-Sepharose CL-6B 亲 和 层 析 柱 ; 用 Ni-IDA 
Binding-Buffer 以 0.5 ml/min 流速 冲洗 ,至 流出 液 
OD, f£ 9] 3s 5 R; 用 Ni-IDA Washing-Buffer (20 
mmol/L Tris-HCl, 20 mmol/L Wk W^, 0. 15 mol/L 
NaCl, pH 8. 0) DJ 1 mL/min 流速 冲洗 , 至 流出 液 
0D,。 值 到 达 基 线 ; 用 Ni-IDA Elution-Buffer. ( 20 
mmol/L Tris-HCl, 250 mmol/L WR, 0. 15 mol/L 
NaCl, pH 8. 0) 以 1 mL/min 流速 洗 脱 目的 蛋白 , 收 
集 流 出 液 ;上 述 收集 的 蛋白 溶液 加 入 透析 袋 中 ,使 用 
20 mmol/L Tris-HCl, 0. 10 mol/L NaCl, pH8.0 进行 
透析 过 夜 ;进行 12% SDS-PAGE 分 析 , 用 蛋白 定量 
试剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度 。 

1.6 单 克隆 抗体 的 制备 

1.6.1 免疫 : 选取 5 H 6-8 JEME BALB/c 小 
鼠 , 将 E75 蛋白 与 弗 氏 优 剂 混合 免疫 ,皮下 注射 100 
ug, 2 ~3 周 加 强 免 疫 一 次 。4 免 后 采血 检测 ,通过 
间接 ELISA 方法 确定 抗 血清 针对 E75 蛋白 的 效 价 ， 
竺 效 价 大 于 1:10 000 用 4 免 后 抗 血清 进行 Western 
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blot 检测 ,重组 蛋白 呈 阳 性 ,选择 1~2 只 阳性 小 鼠 
进行 细胞 融合 安排 。 

1.6.2. 建立 杂交 瘤 细 胞 株 : RHR (PEG) 
介 导 的 融合 方法 将 小 鼠 脾 细胞 与 骨髓 瘤 细 胞 SP2/0 
进行 融合 。 融 合 后 4 d 查看 杂交 瘤 细 胞 株 的 克隆 
率 ,ELLSA 法 检测 为 阳性 的 杂交 瘤 细 胞 株 进 行 亚 克 
隆 , 有 限 稀释 法 克隆 3 次 , 待 阳 性 杂交 瘤 细 胞 稳定 分 
泌 抗体 后 扩 增 培养 定 株 。 

1.6.3 制备 腹水 : 将 0.2 mL 弗 氏 不 完全 佐 剂 注射 
至 小 鼠 腹 腔 , 于 7 d 后 再 注入 适量 的 上 述 阳 性 杂交 
瘤 细 胞 后 收集 腹水 。 

1.7 单 克 隆 抗体 的 鉴定 

1.7.1 抗体 的 纯化 : 取 和 蛋白 A 琼脂 糖 介质 , 填 装 层 
析 柱 ,将 腹水 与 PBS 按 1: 1 混 匀 后 缓慢 上 样 , 待 抗体 
结合 后 用 甘氨酸 洗 脱 缓冲 液 洗 脱 ,立即 在 PBS 中 进行 
4% 透 析 过 夜 ,隔日 进行 纯度 .浓度 和 效 价 检测 。 
1.7.2 Western blot 检测 单 克隆 抗体 的 特异 性 : 
Western blot 测定 按照 Song 等 (2012 ) 的 方法 进行 。 
将 原核 表达 的 目的 重组 蛋白 (上 样 量 1 和 20 kg) 及 
新 鲜 孵 化 的 绿 育 晴 3 龄 大 虫 总 蛋白 进行 进行 SDS- 
PAGE 分 析 。 转 印 PVDF 膜 后 封闭 ,一 抗 为 上 述 和 蛋 
白 抗体 , 二 抗 为 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 鼠 
HRP,ECL 显 色 。 


AACTTTGTTTGCGTTCTGCT AGGAGCGGTT! 



































TGCGGGCCTTCTGAGATTCGGTCGCGTTCATAGTC 
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1.8 数据 分 析 

不 同 处 理 的 绿 盲 晴 £75D 的 相对 表达 量变 化 以 
2 计算。 差异 显著 性 采用 统计 软件 SAS 8.0 中 
的 Duncan 氏 新 复 极 差 法 进行 分 析 。 








2 结果 


2.1 £&Bii& E75D 基因 的 克隆 与 序列 分 析 

根据 绿 盲 晴 转 录 组 数据 分 析 得 到 的 ETS 基因 
片段 ,设计 特异 性 引物 并 通过 RACE 技术 扩 增 获得 
TAIE £75D 基因 全 长 cDNA ,命名 为 ALE75D 
(GenBank 登录 号 : KX912700) 。 序 列 分 析 结 果 
HH ,ALE75 D 的 开放 阅读 框 含有 1 911 bp WIZER, 
编码 636 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 为 75. 68 kD; 编码 
的 蛋白 AIE75D 由 A/B 域 (23 aa) , D 域 (85 aa), 
LBD x (E 域 190 aa) 和 下 域 (338 aa) 组 成 ,具有 典 
型 的 昆虫 E7SD 基因 的 特征 , 即 缺 失 E75 基因 的 
DBD 域 (图 1)。 基 于 推导 的 AIE75D 氨基 酸 序 列 ， 
利用 氨基 酸 Blast 比 对 功能 进行 同 源 性 搜索 。 比 对 
结果 表明 , 绿 盲 晴 ALE75D 的 氨基 酸 序列 与 半 翅 目 
EPH LJE B iE Lygus hesperus 的 E75D 序列 一 臻 
性 最 高 , 为 98% , 显示 我 们 获得 的 E75 基因 为 
E75D, 











TAGGCGGGCCGGAGTGTCGTAAAGGGGGA 





CCGAACTAACATAATAAACCCTGAAACTATTATGITAAAGTACAAACTCAACAACTGAGGCAAAGTGGTACAAATCAA 
ACTTGCTCTTGTGATCTCTCCCTCCTTTGTAAATATCTCCACTTCTATCTATTTGTGTAAATAGTACTTTTITTCTCCAGTA 
GTTCTTCITITTITGIGTAATTTGTCGT TGAAAACGAACT ATTCTAATGGTGCCACCCTITITGAACCCTATATTATAATGC 


AAAAAAAAAAANAAAAAAAAAAAAAAAA 





Fig. 1 





图 1 AIE ALEZSD IERA E RHET SOSERR Y P 
The deduced amino acid sequences of ALE75DD of Apolygus lucorum 


A/B WD 域 和 下 域 分 别 由 下 划 线 、 双 划 线 和 虚线 表示 。The A/B, D and E domains are underlined, double underlined and dashed, respectively. 
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因 ALE75 D 的 克隆 和 性 质 分 析 





利用 MEGA4.0 软件 NJ 法 对 包括 AIE75D(LBD 
域 ) 在 内 的 41 种 不 同 种 类 昆虫 的 E75 及 其 他 物种 
E75 的 同 源 基因 构建 系统 进化 树 ( 图 2)。 结 果 显 
示 , 半 翅 目 、 膜 翅 目 . 直 翅 目 等 昆虫 的 E75 较为 分 
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化 ,位 于 不 同 的 分 支 上 。 分 化 的 原因 可 能 这 些 目 昆 
虫 种 类 繁多 .变态 类 型 及 由 于 不 同 的 自然 选择 压 千 
变态 类 昆虫 


成 的 ,如 膜 翅 目 . 直 翅 目 类 昆虫 是 完全 变态 类 
而 半 翅 目 昆 虫 属 于 不 完全 变态 类 昆 























Wo 








[— ELIR Pogonomyrmex barbatus E75 (XM 011642469.1) 
PIIN Acromyrmex echinatior E75 (XM. 011055278.1) 
红火 蚁 Solenopsis invicta E75 (XM. 011161476.1) 
小 黄 家 蚁 Monomorium pharaonis E75 (XM. 012679207.1) 
短 管 赤 眼 蜂 Trichogramma pretiosum E75 (XM. 014376913.1) 
一 一 一 Eh Blattella germanica E75 (CAM97375.1) 

~ 25 4$ Z8 FH rh. Leptinotarsa decemlineata E75 (KT246474.1) 
一 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum E75 (NM. 001321670.1) 
[— EEE Lygus hesperus E75 (GDHC01018605.1) 

E s polygusTucorum E75 (KX912700) 

一 一 一 SR HIE Halyomorpha halys E75 (XM. 014421141.1) 
BERE Cimex lectularius E75 (XM. 014384896.1) 

F— —— KiE Panstrongylus megistus E75 (GBGD01000677.1) 
[— EAE Rhodnius neglectus E75 (GDKWO01002040.1) 

78 — (E XLAETR SE Triatoma infestans E75 (GBBIO1001982.1) 
HARE Diaphorina citri E75 (XM. 008480830.2) 


73 [— tEh Bactrocera dorsalis E75 (KC515378.1) 
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2 AIE75D 与 





其 他 已 知 昆虫 ETS 











一 刺 舌 蝇 Glossina morsitans E75 (JX291125.1) 

TEE Drosophila melanogaster E75 (NM. 001316451.1) 
埃及 伊 蚊 Aedes aegypti E75 (XM. 011495078.1) 

[—— EKAR Spodoptera littoralis E75 (HM445736.1) 

一 一 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura E75 (1Q266225.1) 

Ah Ett Grapholitha molesta E75 (KT363833.1) 

金 凤 昌 Papilio machaon E75 (XM. 014514945.1) 

Titi PUE Papilio xuthus E75 (XM 013326738.1) 


的 LBD 域 氨 基 酸 序列 的 系统 进化 树 





Fig. 2 Phylogenetic tree of AIE75D and E75 from other insect species based on the amino acid sequence of the LBD domain 
使 用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ,采用 Bootstrap 方法 分 析 , 每 个 分 支 进 行 1 000 次 验证 ,数值 代表 Bootstrap 估算 值 。The tree was constructed with 


neighbor-joining ( NJ) method, 1 000 bootstrap replicates and rate heterogeneity between sites estimated by gamma law. 











2.2 AIE75D 的 表达 特性 

qRT-PCR 结果 表明 ,A1E75D 在 1-16 日 龄 肉 成 
虫 中 均 表 达 , 表 达 量 呈现 逐渐 上 升 ,达到 峰值 后 逐步 
下 降 的 趋势 , 且 在 7 日 龄 雌 成 虫 中 ,4BE75D mRNA 
表达 量 达 到 峰值 ;41E75D 在 7 日 龄 肉 成 虫 脂肪 体 、 
中 肠 和 卵 集 中 高 表达 ,而 在 飞行 肌 、 马 氏 管 和 表皮 中 
表达 量 较 低 (图 3) ,显示 出 4875D 表达 的 组 织 特异 
性 。 
2.3 AIE75D 的 原核 表达 

测序 结果 表明 ,原核 表达 载体 构建 成 功 ,将 其 命 
名 为 pCzn1-A1E75D( 图 4)。 随 后 将 其 转化 至 大 肠 杆 
Arctic Express 表达 菌株 中 ,对 在 11C 培养 下 的 
pCznl-ALE75D 重组 载体 的 蛋白 表达 情况 进行 了 分 
析 。SDS-PAGE 电泳 显示 ,经 0.5 mmol/L IPTG 诱导 














的 pCznl-ALE75D 重组 质粒 可 特异 性 表达 一 个 约 75 
kD 的 蛋白 ,与 理论 大 小 相符 ,说 明 ALE75 D 基因 已 在 
大 肠 杆菌 Arctic Express 细胞 中 成 功 表达 ,而 不 经 
IPTG 诱导 的 pCznl-ALE75 D 重组 质粒 无 此 条 带 的 蛋 
白 表 达 。 此 外 ,此 诱导 表达 的 重组 AIE7SD EAE 
要 分 布 在 沉淀 物 中 ,上 清 液 中 几乎 没有 表达 ,说 明 
AIE75D 重组 蛋白 主要 以 包涵 体 的 形式 存在 (图 5)。 
2.4 AIE75D 重组 蛋白 的 Ni 柱 亲 和 纯化 

TI] SDS-PAGE 电泳 分 析 了 经 Ni 柱 亲 和 纯化 
后 pCzn1-AlE75D 重组 蛋白 的 纯化 情况 。 经 缓冲 液 
UBL XE PG, EXE pCzn1-AlE75D 重组 蛋白 的 
包涵 体 纯度 有 较 大 程度 的 改善 , 仅 在 75 kD 附近 有 
一 条 明显 的 特异 性 条 带 , 并 未 见 其 他 条 带 , 说 明 已 得 
到 纯化 的 AIE75D 重组 蛋白 (图 6) 。 
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图 3 EPI BM d CA) NUR EHR CB) P ALEZSD 的 相对 表 ; 












马 氏 管 中 肠 表皮 














Fig. 3 Relative expression levels of ALE75D in female adults of 


different ages ( A) and different tissues ( B) of Apolygus lucorum 
Fl - F16: 分 别 是 羽化 1 -16 d AMERRE Female adults of 1 - 16 day-old, respectively. 相对 表达 量 以 ALB-Actin 的 表达 量 为 基准 。 图 中 数据 为 3 





次 重复 的 平均 值 标准 误 ,不 同 大 写字 母 代表 不 同 处 理 之 间 差 异 极 显著 (P < 0.01, Duncan 氏 检验 ) 。 图 中 PCR 


























和 为 内 参 基因 B-actin 表达 量 。 





The expression level of the gene was normalized to that of A/-g-Actin. Data in the figure are means of three biological replicates are represented + SE. 


Different capital letters indicate extremely significant difference between different treatments ( P < 0. 01, Duncan’ s test). PCR stripe denotes the 


expression of -actin gene. 


2.5 $i AIE75D 蛋白 单 克 隆 抗体 杂交 瘤 细胞 株 的 
建立 

用 大 肠 杆菌 表达 的 重组 蛋白 pCzn1-AlE75D f 
疫 小 鼠 , 经 细胞 融合 4 d 后 , 包 被 抗原 后 ELISA 检 
测 的 阳性 克隆 率 均 达 到 了 10096 , 且 不 同时 期 收集 
的 杂交 瘤 细 胞 上 清 的 0Dsso 值 几乎 没有 变化 。 可 
得 到 3 株 能 稳定 分 泌 抗 AlE75D 和 蛋白 的 单 克 隆 抗 
体 杂 交 瘤 细胞 株 , 命 名 为 8F8,8G7 fil 8HIO, 
8G7 fll 8H10 腹水 效 价 较 低 , 最 终 确 定 8F8 进行 纯 
化 ,将 此 细胞 株 扩 增 培养 定 株 ,进行 抗体 的 特异 性 
鉴定 。 




















2.6 AIE75D 蛋白 单 克隆 抗体 的 特异 性 鉴定 

收集 小 鼠 腹 水 ,ELISA 检测 效 价 , 结 果 显 示 8F8 
的 腹水 效 价 达到 了 > 5. 12 x 107 。 用 杂交 瘤 细 胞 上 
清 分 别 检测 原核 表达 的 AlE75D 重组 蛋白 及 新 鲜 孵 
化 的 绿 盲 晴 5 龄 若虫 总 蛋白 , Western blot 分 析 结 果 
显示 ,所 制备 的 单 克隆 抗体 不 仅 能 与 绿 言 晴 总 蛋白 
结合 ,还 可 特异 性 与 AIE75D 重组 蛋白 反应 (图 7)， 
且 条 带 大 小 一 致 ,表明 制备 的 AIE75D 单 克隆 抗体 
准确 有 效 , 可 以 用 于 后 续 的 Western blot 检测 。 
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图 4 AIE75D 原核 表达 质粒 双 酶 切 PCR 
Fig. 4 PCR of the recombinant plasmid 
after restriction digestion 
M: DL5000; 1: 酶 切 前 质粒 Plasmid before restriction digestion; 2: 酶 
切 后 质粒 Plasmid after restriction digestion. 
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66.2 
45.0 
35.0 
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图 5 诱导 表达 重组 蛋白 AlE75D 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 5 SDS-PAGE analysis of the recombinant 
AIE75D after induction by IPTG 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 无 IPTC i55 
导 的 沉淀 (对 照 ) Sediment non-induced by IPTG( control) ; 2; 11% 过 
夜 培养 的 总 蛋白 Total protein after induction with IPTG overnight at 
117€; 3: 11% 过夜 培 养 的 上 清 Supernatant after induction with IPTG 
overnight at 11C ; 4; 11% 过 夜 培 养 的 沉淀 Precipitate after induction 

with IPTG overnight at 11°C. 





3 讨论 


赔 皮 激 素 在 调控 昆虫 变态 过 程 的 作用 一 直 是 屁 
虫 学 研究 的 热点 ,其 衣 标 基因 赔 皮 激素 受 体 (EcR) 
和 超 气 门 蛋白 (USP) 在 虹 皮 激素 信号 传导 中 的 功能 
已 经 被 大 量 研 究 验证 (Zhu et al., 2006; Tan et al., 
2015) ,但 是 关于 次 级 转录 因子 E75 dt i Rz CER T] 
控 其 应 答 基 因 中 的 机 制 尚 不 清晰 。 由 于 A/B 域 的 
碱 基 差异 ,昆虫 E75 基因 存在 A, B, C, DAES 种 
亚 型 重 白 , 目 前 仅 在 德国 小 归 Blattella germanica 中 
发 现 同时 存在 5 个 亚 型 蛋白 ,而 在 其 他 昆虫 中 仅 存 
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图 6 AIE75D 重组 蛋白 的 分 子 筛 纯化 
Fig. 6 The molecular sieve purification 
of the recombinant AIE75D 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1; 未 纯化 的 
包涵 体 Unpruified inclusion body; 2: 未 与 Ni 柱 结合 的 杂 和 蛋白 
Uncombined heterozygous protein with Ni NTA column; 3: 5j Ni 柱 结 
合 的 目的 蛋白 Combined target protein with Ni NTA column. 











图 7 单 克 隆 抗体 的 Western blot 特异 性 分 析 
Fig. 7 Specificity analysis of the monoclonal antibodies 

against the expressed AIE75D protein by Western blot 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: 5 龄 若虫 
总 蛋白 (1 pg) Total protein (1 pg) of the 5th instar nymph; 2: 5 龄 
若虫 总 蛋白 (40 pg) Total protein (40 ug) of the 5th instar nymph; 3: 
组 蛋白 pCzn1-AIE75D Recombinant pCznl -AIE75D (1 pg); 4: 
组 蛋白 pCznl -AIE75D Recombinant pCznl -AIE75D (20 pg). 























TEC HB JL ETE, UEA Bombyx mori ( Matsuoka 
and Fujiwara, 2000) FI IR K Dt Aedes aegypti 
( Swevers et al., 2002) 中 仅 存 在 A,B 和 C3 种 亚 型 。 
笔者 通过 前 期 的 转录 组 数据 ,克隆 得 到 了 4 种 绿 盲 
M ETS 亚 型 (A -D 亚 型 ,未 发 表 数据 )。 绿 言 晴 
ALE75D 基因 具有 典型 的 昆虫 E75D 家 族 特征 , 即 其 
LBD 域 高 度 保守 ,但 缺失 DBD di ( Mané-Padrós et 
al., 2008) 。 已 有 研究 显示 ,昆虫 上 75 基因 的 DBD 
域 是 DNA 结合 域 ,一 般 含有 2 个 锌 指 结构 用 来 和 特 
异 的 DNA 序列 (hormone response elements, HREs) 
结合 , 绿 育 晴 E75D 缺失 这 个 区 域 ,表明 其 不 具备 与 
DNA 结合 的 能 力 , 其 中 所 包含 的 生物 学 意义 及 功 
能 ,也 是 后 续 的 研究 内 容 。 

本 研究 发 现 , 当成 虫 羽化 后 , 绿 盲 暑 41875D 
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mRNA 表达 量 快速 上 升 ,在 7 日 龄 时 表达 量 达 到 峰 
值 ,随后 表达 量 逐 渐 下 降 。 有 趣 的 是 ,本 实验 室 前 期 
结果 表明 , 同等 饲养 条 件 下 的 绿 言 晴 产 卵 前 期 为 
8.71 +1.45 d, 此 外 , 绿 育 晴 初 见 成 卵 也 在 7 日 龄 的 
雌 成 虫 (未 发 表 数 据 ) 。 此 外 , 绿 盲 晴 AE75D 在 脂 
肪 体 及 卵 梨 中 也 高 表达 , 可 能 是 由 于 昆虫 的 脂肪 体 
是 昆虫 卵黄 元 生成 的 组 织 ( Raikhel et al., 2005) , H. 
卵 梨 是 昆虫 卵 形 成 的 组 织 (Burszczak et al., 1999) 。 
在 家 和 蛋 中 ,E75D 在 卵黄 元 生成 前 期 及 卵黄 元 生成 
期 大 量 表达 , 且 可 受到 赔 皮 激 素 的 诱导 (Swevers et 
al., 2002) 。 因 此 ,上 述 研究 结果 表明 ,AlE75D 可 能 
参与 了 绿 育 晴 生殖 与 繁殖 的 过 程 。 下 一 步 的 研究 应 
着 重 明晰 E75D 对 绿 育 晴 生殖 的 相关 基因 (卵黄 元 
蛋白 等 ) 的 调控 ,以 及 对 生殖 相关 参数 如 产 卵 量 、 卵 
孵化 率 的 影响 等 。 

E75 编码 的 蛋白 是 一 种 重要 的 转录 因子 ,基于 
Western blot 法 分 析 其 蛋白 差异 是 解析 其 功能 的 重 
要 手段 ,因此 获得 E75 纯化 蛋白 及 单 克隆 抗体 的 制 
备 是 必要 的 前 期 工作 。 原 核 表达 可 以 获得 大 量 外 源 
E75 蛋白 ,为 体外 研究 E75 的 作用 方式 提供 了 极 大 
便利 。 本 研究 在 前 期 保存 在 含有 完整 45757 基因 
的 T 载体 的 基础 上 ,通过 原核 表达 载体 构建 诱导 
KIK Ni 亲 和 纯 化 、 小 鼠 免 疫 、 细 胞 融合 及 腹水 制备 
等 技术 手段 ,成 功 制备 了 绿 盲 晴 AIETSD 单 克隆 抗 
体 。 实 验 中 发 现 , IPTG 能 够 很 好 地 诱导 重组 质粒 
pCznl -AIE75 D 的 表达 ,但 主要 以 包涵 体形 式 存在 。 
SDS-PAGE 结果 表明 ,经 Ni 柱 的 包涵 体 进行 亲 和 纯 
化 后 ,重组 质粒 pCznl-41575D 纯度 可 明显 提高 , 且 
无 需 经 过 尿素 的 变性 和 复 性 ,避免 了 蛋白 在 此 过 程 
中 活性 的 降解 和 产量 的 降低 。 单 克隆 抗体 的 成 功 制 
备 需要 良好 的 免疫 原 和 稳定 的 第 选 方 法 。 在 
AlE75D 单 克隆 抗体 筛选 过 程 中 ,以 重组 质粒 pCzn1- 
ALE75D 作为 初始 免疫 制 得 的 ATETSD 蛋白 单 克隆 抗 
体 的 细胞 株 8F8 ,ELISA 检测 显示 ,该 细胞 株 的 腹水 
效 价 较 高 ;Western blot 分 析 结 果 也 表明 该 单 克 隆 抗 
体 可 同时 与 绿 育 晴 总 蛋白 及 AIE75D 重组 蛋白 特异 
性 结合 ,可 用 于 检测 绿 盲 晴 体 内 AlE75D 和 蛋白 的 
度 变 化 。 
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